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Genetic assemblages of axenic Colombian cultures 
of Giardia intestinalis
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Resumen 
Objetivo: Genotipificar muestras de Giardia aisladas de pacientes de tres regiones geo-
gráficas de Colombia. 
Materiales y métodos: Se examinaron 22 aislados de G. intestinalis, los primeros descritos 
cultivados axénicamente de origen colombiano por medio del análisis del polimorfismo de 
longitud de fragmentos de restricción (RFLP) del gen glutamato deshidrogenasa (gdh). 
Resultados y conclusión: El patrón del RFLP mostró que todos los aislados pertenecían 
al ensamblaje A, específicamente al AI; resultado confirmado por secuenciación. Con este 
estudio se pretende contribuir al conocimiento de los genotipos circulantes de Giardia 
intestinalis en Colombia.
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Abstract 
Objective: To genotype samples of  G. intestinalis isolated from patients of three Colom-
bian regions. 
Materials and methods: 22 isolates of Giardia (all of them established as axenic cultu-
res) were examined by analyzing restriction fragment length polymorphism (RFLP) of the 
glutamate dehydrogenase gene (gdh). 
Results and conclusion: The RFLP patterns showed that all of the Giardia isolates belon-
ged to the assembly A, specifically to AI. This result was confirmed by sequencing. This 
study aims to contribute to the knowledge of circulating genotypes of Giardia intestinalis 
in Colombia.
Keywords: Giardia intestinalis, assemblage, genotyping, gdh, RFLP.
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IINTRODUCCIÓN
Giardia intestinalis es un parásito protozoario 
flagelado que habita el intestino delgado de 
humanos y de otros mamíferos y causa una 
enfermedad conocida como giardiasis. 
La población infantil que vive en condiciones 
sanitarias precarias es la más susceptible al 
contagio con Giardia. 
Según el Instituto Nacional de Salud, en la 
Investigación Nacional de Morbilidad reali-
zada en 1980 se estableció que en Colombia 
Giardia tenía una prevalencia del 12 % en la 
población general y del 28 % en niños entre 
1 y 4 años (1).
Los parásitos de G. intestinalis muestran muy 
pocas diferencias morfológicas entre sí, pero 
constituyen una especie genéticamente com-
pleja que agrupa ocho distintos ensamblajes o 
genotipos (A-H) (2, 3). Entre ellos, los parásitos 
con ensamblaje A, subgrupos AI y AII, y los 
parásitos con ensamblaje B, subgrupos BIII y 
BIV, son los únicos que infectan humanos (4). 
En 2001 apareció el primer reporte en el que 
se relacionaban estos tipos genéticos con las 
manifestaciones clínicas de la giardiasis (5); 
en ese estudio se observó una correlación del 
100 % entre la severidad de la enfermedad y 
el genotipo de Giardia, ya que el ensamblaje 
A se encontró solo en pacientes con quejas 
intermitentes de diarrea, mientras que el en-
samblaje B fue aislado de pacientes con diarrea 
persistente. Dos estudios posteriores, en 2002 y 
2005, encontraron también una fuerte relación 
entre el ensamblaje A e infecciones sintomá-
ticas y entre el ensamblaje B e infecciones 
asintomáticas (6, 7). Sin embargo, actualmente 
hay controversia sobre la relación entre el ge-
notipo de Giardia y la sintomatología, ya que 
otros autores han demostrado que factores 
intrínsecos al paciente, como por ejemplo 
la edad, podrían afectar las manifestaciones 
clínicas de la giardiasis, más que el tipo de 
ensamblaje per se (8, 9).
En Latinoamérica, principalmente en México, 
hay reportes de genotipificación de cepas de 
Giardia donde se encontró una predominancia 
del ensamblaje A en aislados de humanos 
(10-12). También hay un estudio de entero-
parásitos en niños de Perú, donde todos los 
aislados de Giardia pertenecían al ensam-
blaje A, subgrupos AI y AII, y al ensamblaje 
B. En esta población hubo predominio del 
ensamblaje AI, y todos los niños infectados 
con este genotipo presentaron diarrea (13). 
Igualmente, en Argentina hay un reporte de 
caracterización genética de aislados de Giardia 
en niños y adultos, donde se encontró una alta 
prevalencia del ensamblaje B en individuos 
polisintomáticos, la mayoría con diarrea, 
mientras que todos los pacientes sin diarrea 
tenían parásitos del ensamblaje AII (14). En 
Colombia, los reportes epidemiológicos que 
existen de las parasitosis intestinales se cir-
cunscriben a colegios, veredas o pequeñas 
comunidades (15-18). En algunos de estos 
estudios se muestra una dominancia de pa-
rásitos del ensamblaje B (17, 19), mientras que 
en otros los ensamblajes A y B se encontraron 
en la misma proporción (20). En este estudio 
se analizó el ADN de aislados axénicos de 
G. intestinalis de pacientes de tres diferentes 
regiones del país, recolectadas entre 1997 
y 2001, que presentaron diversos cuadros 
clínicos de malestar gastrointestinal. 
MATERIALES Y MÉTODOS
Origen del ADN de Giardia intestinalis 
El ADN analizado provenía de parásitos de 
Giardia obtenidos de 22 aislados de hombres 
y mujeres de distintas edades, procedentes 
de tres regiones colombianas: Amazonas, 
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Boyacá y Bogotá (Distrito capital) (tabla 1 y 
figura 1). Estas muestras fueron recolectadas 
en un período de 5 años y los aislados fueron 
establecidos por Ravid y colaboradores en 
un trabajo anterior (21). En ese estudio, las 
muestras infectadas con quistes de Giardia 
fueron usadas para inocular gerbils (Meriones 
unguiculatus) y los trofozoitos recuperados del 
intestino delgado de los animales se axeniza-
ron y fueron usados para extraer el ADN (21). 
PCR-RFLP 
El ADN extraído se usó como plantilla en un 
PCR en el que se utilizaron los oligonucleóti-
dos GDHiF y GDHiR (22) para amplificar un 
fragmento de 432 pares de bases (pb) del 
gen glutamato deshidrogenasa (gdh). Las 
mezclas de reacción de PCR se ajustaron a un 
volumen de 30 ul y contenían 0.05 uM de cada 
oligonucleótido, 1.5 mM de MgCl2, 200 uM de 
dNTPs, 0.1 U de GoTaq Flexi ADN polimerasa 
(Promega), buffer de PCR y 50 ng de ADN ge-
nómico. El PCR se llevó a cabo en un termoci-
clador GeneAmp 2400 (Perkin Elmer) con las 
siguientes condiciones de amplificación: un 
paso inicial de denaturación a 94°C (10 min), 
35 ciclos de 94°C (35 s), 61°C (35 s) y 72°C (50 
s), con un paso de elongación final de 72°C (7 
min). Como control positivo se usó ADN de 
los siguientes aislamientos de Giardia: de la 
cepa WBC6 para el ensamblaje A, subgrupo 
AI; de la cepa Bris-136 para el ensamblaje A, 
subgrupo AII, y de la cepa Ad-28 para el en-
samblaje B, subgrupo BIV. A continuación, 10 
ul de cada reacción de PCR fueron sometidos 
a digestión con NlaIV (NewEngland Biolabs), 
por 3 horas a 37°C (22). Los productos de PCR 
y los productos de digestión se sometieron a 
electroforesis en geles de agarosa de amplio 
rango (Sigma), se tiñeron con bromuro de 
etidio y fueron visualizados en un analizador 
de imágenes UV Gel Doc 1000 (BioRad).
Secuenciación y análisis filogenético
Los productos de PCR de 9 muestras (G4, G15, 
G16, G17, G19, G34, G36, G38 y G40), escogidas 
con base en el origen geográfico y el año 
de recolección (tabla 1), fueron secuencia-
dos en ambas direcciones por MACROGEN 
(Seoul, Korea). Los cromatogramas y las 
secuencias se editaron usando BioeditTM. 
El alineamiento múltiple se realizó con el 
programa ClustalW 1.6 y como referencia 
se usó una secuencia de gdh perteneciente 
al ensamblaje AI (número de acceso en el 
GenBank: L40509), una secuencia de gdh per-
teneciente al ensamblaje AII (L40510.1) y una 
secuencia de gdh perteneciente al ensamblaje 
E, no infectivo de humanos (U47632.1). El 
alineamiento fue evaluado para encontrar 
el modelo evolutivo más adecuado por 
medio del programa MEGA 6 TM. Se usó un 
análisis de Máxima Verosimilitud usando el 
modelo Tamura-3 parameter para generar 
un árbol filogenético con el más alto valor 
de logaritmo de verosimilitud. La robustez 
de este árbol fue evaluada por medio de un 
boostrap de 1000 réplicas. Todo el análisis 
evolutivo fue realizado en MEGA 6TM (23).
RESULTADOS
En los ensayos de PCR para amplificar gdh se 
obtuvo el fragmento esperado de 432 pb para 
las 22 muestras analizadas. La figura 2 muestra 
el producto obtenido para tres aislados repre-
sentativos. En los ensayos de RFLP, los perfiles 
de restricción generados por la enzima Nla IV 
permiten discriminar entre los ensamblajes AI 
(perfil diagnóstico de fragmentos: 40, 90, 120 y 
150 pb), AII (40, 70, 80, 90 y 120 pb), C (70, 120 y 
190 pb), D (120 y 250 pb), E (80, 100 y 220 pb) y 
BIII/BIV (120 y 290 pb) (22). En la figura 3 se ve 
que la cepa referencia WBC6 produjo el perfil 
de restricción diagnóstico para ensamblaje A, 
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subgrupo AI (línea 1), la cepa referencia Bris-136 
produjo el perfil de restricción diagnóstico para 
ensamblaje A, subgrupo AII (línea 5) y la cepa 
referencia Ad-28 produjo el perfil de restricción 
diagnóstico para el ensamblaje B (línea 6). Del 
mismo modo, la figura muestra tres aislamien-
tos (líneas 2 a 4) cuyo patrón de restricción fue 
igual al obtenido para la cepa WBC6. Se obtuvo 
este mismo patrón con las 22 muestras, lo cual 
indicó que todos los aislamientos axénicos de 
Giardia que fueron analizados pertenecían al 
ensamblaje AI. Para confirmar estos resultados 
se secuenciaron los productos de PCR (del gen 
gdh) de 9 aislamientos (G4, G15, G16, G17, G19, 
G34, G36, G38 y G40) y las secuencias resultantes 
fueron alineadas con secuencias de referencia 
para los aislamientos AI, AII y E, obtenidas del 
Genbank. El árbol filogenético de la figura 4 
muestra que todos los aislados pertenecen al 
genotipo AI.
Fuente: propia de los autores.
Figura 1. Localización geográfica de los sitios de 
origen de las muestras en el mapa de Colombia 
Fuente: propia de los autores.
Figura 2. Gel de agarosa al 1.5 % teñido con 
bromuro de etidio que muestra los fragmentos 
amplificados de gdh de diferentes aislados. M, 
marcador de peso de 100 pares de bases (pb); 
línea 1, control positivo WBC6; líneas 2-4, aisla-
dos G4, G21 y G40 
Fuente: propia de los autores.
Figura 3. Gel de agarosa de alta resolución al 2 
% teñido con bromuro de etidio que muestra los 
fragmentos amplificados de gdh de diferentes 
aislados digeridos con la enzima Nla IV. M1, 
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marcador de peso de 100 pb; línea 1, control 
positivo WBC6; líneas 2-4, aislados G7, G21 y G38; 
línea 5, Bris-136 (ensamblaje AII); línea 6, Ad-28 
(ensamblaje B); M2, marcador de peso de 25 pb
Fuente: propia de los autores.
Figura 4. Árbol filogenético obtenido por el mé-
todo de Máxima Verosimilitud de las secuen-
cias de gdh de las muestras escogidas 
Tabla 1. Información de los aislados axénicos de 
Giardia intestinalis. M: masculino, F: femenino, 










1 mes Bogotá 1997
G5 F
1 año 11 
meses Bogotá 1997
G6 F 2 años Bogotá 1997
G7 F
1 año 9 
meses Bogotá 1997
G8 M DND Bogotá 1997
G9 F 7 años Bogotá 1997
G14 F
5 años 6 
meses Bogotá 1998
G15 M 6 años Tarapacá (Amazonas) 1999






Año de  
Recolección
G17 M 57 años Garagoa (Boyacá) 1999
G18 M 18 años Garagoa (Boyacá) 1999
G19 F 33 años Garagoa (Boyacá) 1999
G21 F DND Bogotá 1999
G22 F DND Bogotá 1999
G27 M DND Bogotá 2000
G32 M DND Bogotá 2000
G33 M DND Bogotá 2000
G34 M DND Bogotá 2000
G35 F DND Bogotá 2001
G36 F DND Bogotá 2001
G38 F DND Bogotá 2001
G40 M DND Bogotá 2001
Secuencias de ADN del fragmento del gen gdh de Giardia 
intestinalis obtenidas para cada muestra escogida.
Fuente: datos tabulados por los autores.
DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
La caracterización molecular de aislados 
de Giardia es importante no solo porque se 
conoce muy poco acerca de la estructura 
poblacional de las cepas circulantes en Co-
lombia, sino también porque se ha asociado 
la variabilidad genética de los parásitos con 
la virulencia, y por tanto, con los diversos 
cuadros clínicos que pueden presentarse 
durante el transcurso de la giardiasis.
En Colombia, tres reportes han mostrado la 
prevalencia de los ensamblajes de G. intes-
tinalis en tres áreas del país. En un primer 
estudio en niños de Ibagué se reportó una 
distribución similar de los ensamblajes A 
(subensamblaje AII) y B, con un 48 y 52 %, 
respectivamente (20). En un segundo estudio, 
Continúa...
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en muestras de niños y perros de la costa 
atlántica, se encontró gran predominancia 
del genotipo B (92.3 %) sobre el ensamblaje 
A (5.1 %) (19). Finalmente, en un tercer estu-
dio en una población de Cundinamarca, el 
90 % de las infecciones fueron causadas por 
el genotipo B, mientras que el ensamblaje 
A, o las infecciones mezcladas A+B, solo se 
detectaron en el 3 y 7 % de las muestras (17).
Este trabajo analizó muestras de ADN de Giar-
dia con el fin de determinar los ensamblajes 
genéticos a los que pertenecían. Las muestras 
habían sido analizadas anteriormente por 
medio de la técnica de RAPD (21), y según los 
resultados de ese estudio, todas las muestras 
pertenecían al ensamblaje A. Debido a esa 
homogeneidad y teniendo en cuenta los 
estudios previos en los que se encontró que 
en muestras colombianas el ensamblaje B 
podía estar en la misma o incluso en mayor 
proporción que el ensamblaje A (19-21), nos 
preguntamos si al utilizar una técnica con una 
mejor discriminación podríamos encontrar 
resultados diferentes.
La genotipificación de aislados de Giardia 
por medio de la técnica RFLP usando el gen 
gdh ha demostrado ser sensible, confiable y 
reproducible para distinguir entre aislados 
de Giardia de origen animal o humano. Sin 
embargo, también se ha visto que para los 
mismos aislamientos no siempre hay con-
cordancia entre el ensamblaje asignado al 
genotipificar con gdh y al genotipificar con 
otros marcadores moleculares (22).
En nuestro estudio, los tipos genéticos fue-
ron determinados por PCR-RFLP basada en el 
análisis del gen gdh, y se hizo confirmación 
por secuenciación. En ningún caso se obtu-
vieron patrones de restricción mezclados, y 
tampoco se evidenciaron picos dobles en los 
cromatogramas que delataran la potencial 
presencia de infecciones mixtas.
La concordancia de resultados con el estudio 
de 2008 demuestra que no hubo ensamblajes 
no detectados en ese trabajo y que al menos 
para este grupo de muestras en particular, el 
ensayo de RFLP (usando el gen gdh) estable-
ció correctamente el tipo de ensamblaje en 
todos los casos. Basados en estos resultados, 
la conclusión es que todos estos parásitos, 
adaptados a cultivo, corresponden específi-
camente al ensamblaje A, subensamblaje AI. 
Los resultados que obtuvimos son similares 
a los de un estudio en el que se usaron 26 
aislados mexicanos, también axenizados (11), 
en el que igualmente se encontró que todos 
ellos pertenecían al ensamblaje AI. 
A pesar de la homogeneidad genética de los 
aislados examinados en este estudio, ellos se 
derivan de un período de 5 años de recolección 
y de un grupo heterogéneo de individuos, 
con diferentes sintomatologías. En efecto, las 
muestras provenían de niños y adultos de 
regiones separadas por una gran distancia 
geográfica, y aunque no se tenía registro de 
la sintomatología de todos los pacientes en 
el momento de la toma de la muestra, para 
aquellos que sí existía esa información, las 
manifestaciones clínicas fueron desde diferen-
tes grados de gastroenteritis hasta giardiasis 
crónica. Con base en esto, es evidente que no 
se puede hacer ninguna correlación entre el 
tipo de ensamblaje, que fue el mismo para 
todos, y la sintomatología de los pacientes, 
que fue muy diversa. Por supuesto, es nece-
sario suponer que debe haber otros factores 
determinantes del resultado de la infección, 
y que esos factores, asociados al huésped o al 
parásito, no son detectados por la genotipifi-
cación del gen gdh. 
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En este punto es necesario anotar que se 
han encontrado diferencias entre los perfiles 
genéticos de quistes aislados de muestras 
clínicas, y de los parásitos que se establecen 
en cultivos axénicos a partir de esos quistes. 
De hecho, se ha visto que la axenización pue-
de favorecer el crecimiento de parásitos del 
ensamblaje A, y esta evidencia ha permitido 
plantear que los diferentes genotipos en una 
muestra pueden ser seleccionados durante la 
infección en el animal o en el cultivo “in vitro” 
(24). En la misma vía están los resultados del 
trabajo de Bénéré y colaboradores, quienes 
rastrearon por PCR el tipo de ensamblaje 
de los quistes purificados de una muestra 
clínica, de los trofozoitos que obtuvieron 
al infectar gerbils con esos quistes y de los 
cultivos axénicos establecidos “in vitro” a 
partir de esos trofozoitos. Para los quistes 
de la muestra original, en el PCR únicamente 
se obtuvieron bandas para el ensamblaje B, 
mientras que una vez establecido el cultivo 
axénico, el PCR solo identificó parásitos con 
el ensamblaje A (25). 
Los autores explican este resultado propo-
niendo que la muestra original contenía una 
mezcla de ambos genotipos, con una mínima 
proporción de parásitos con ensamblaje A, 
pero que fueron precisamente estos últimos 
los que crecieron más eficientemente “in 
vitro”. 
Del mismo modo, un estudio reciente ana-
lizó por PCR dos poblaciones de parásitos 
obtenidas de dos pacientes, y encontró que 
uno de los aislados tenía pequeñas trazas de 
ensamblaje B, mientras que el otro contenía 
exclusivamente el ensamblaje A. Sin embar-
go, la misma prueba después de 10 pasajes 
de cultivo “in vitro” detectó únicamente el 
genotipo A para ambos aislamientos (26). 
Estos trabajos refuerzan resultados previos 
que mostraron que el ensamblaje B tenía 
más dificultades para adaptarse al cultivo 
“in vitro” y que eso favorecía el crecimiento 
del ensamblaje A (27). 
Por todo lo anterior, no puede descartarse 
que en las muestras originales, de donde pro-
vienen los aislamientos que se usaron en este 
estudio, hubiera habido parásitos con ensam-
blaje B, que luego desaparecieron durante la 
adaptación al cultivo “in vitro”. Sin embargo, 
también es cierto que hay disponibles aislados 
de origen humano que son referencia para el 
ensamblaje B (BAH12, BRIS/694, Ad-19, Ad-22, 
Ad-28, Ad-45, Ad-52), los cuales fueron exito-
samente establecidos como cultivo axénico 
(BAH12, BRIS/694), o propagados infectando 
ratones (Ad-19, Ad-22, Ad-28, Ad-45, Ad-52) (2). 
Del mismo modo, hay algunos reportes que 
van en contravía de esta desventaja adaptati-
va adjudicada a los parásitos del ensamblaje 
B. Por ejemplo, en una trabajo en el que se 
establecieron cultivos axénicos de siete ais-
lados de Giardia (tres humanos y cuatro de 
animales), la genotipificación por PCR mostró 
que todos pertenecían al ensamblaje B y que 
mantuvieron ese genotipo incluso después 
de años de cultivo (28). 
Asimismo, en un trabajo reciente se estable-
cieron cultivos “in vitro” de dos aislamien-
tos de G. intestinalis: uno de ciervo (Cervus 
elaphus) y el otro de gacela (Gazela thomsonii) 
(29). En este caso, el aislamiento del ciervo 
fue clasificado como ensamblaje A, y solo 
pudo ser mantenido en cultivo por 30 días, 
debido a que el número de parásitos decreció 
constantemente. Por su parte, el aislamiento 
de la gacela fue clasificado como ensamblaje 
B, y ya había permanecido 3 años en cultivo 
al momento de la publicación. La evidencia 
sugiere entonces que aunque la axenización 
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de G. intestinalis puede llevar a la selección de 
algunos genotipos, no forzosamente son los 
parásitos con ensamblaje A los más estables. 
En resumen, aunque hay que tener siempre 
presente que trabajar con cultivos estableci-
dos “in vitro” puede enmascarar la diver-
sidad genética de la población de parásitos 
existente en la muestra original; es evidente 
que tampoco podemos asumir como cierto 
que la no detección del ensamblaje B en este 
trabajo se haya debido a que se analizaron 
aislados axenizados. Indudablemente, todo 
esto nos lleva a plantear la gran importancia 
de hacer los rastreos genéticos también sobre 
los aislamientos originales. 
Debido a la homogeneidad genética encon-
trada entre los aislamientos analizados, no es 
posible hacer una asociación entre la frecuen-
cia de los ensamblajes y el origen geográfico, 
los factores socioeconómicos de la población 
o la sintomatología de los pacientes. Para eso 
son indispensables trabajos de diagnóstico y 
tipificación molecular de mayor envergadura 
y con un abordaje diferente para poder esta-
blecer la dinámica real de la transmisión de 
G. intestinalis en Colombia.
Actualmente el laboratorio desarrolla estu-
dios en aislados colombianos en los que la 
genotipificación se hace directamente sobre el 
ADN extraído de las muestras fecales y tene-
mos a nuestra disposición la historia clínica 
del paciente. Con estos dos elementos espera-
mos llegar a conclusiones contundentes que 
no sean sesgadas por falta de información o 
por las condiciones de las muestras que se 
analicen. 
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